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論文内容要旨
 【目的】
 マウスマクロファージ由来のP388D1細胞が,インターロイキン1(IL1)とともに,その特
 異的な抑制物質をも産生していることが認められた。この物質の精製を進めて性状を明確にする
 ことにより,IL1の作用及びMφの持つ免疫調節機能について検討することが本研究の目的であ
 る。
 【材料と方法】
 P388D1細胞(P388D!親株をIL1活性によりサブクローニングしたもの)を1%牛胎児血清
 を含むRPMI1640培地で培養し,3日から4日後の培養上清を集めた。細胞にLPS,TPA等マ
 イトージェンなどによる刺激は一切加えていない。活性は限外ろ過膜で濃縮し,濃縮液をセファ
 クリルS-200,FPLC-MonoQ,一MonoP,一Superose12カラムなどにより精製分離した。
 IL1活性はC3H/Heマウスのピーナッツアグルチニン非凝集性(PNA一)胸腺細lj包,あるい
 は0.01%PHA刺激胸腺細胞の増殖反応をH3の取り込みより測定した。IL2,IL3,IL4活性
 は,それぞれの依存性樹立細胞であるNK-7,FDC-P2,HT-2細胞により,同様の方法で
 測定した。IL1はLPS刺激マウス腹腔細胞培養液から部分精製したもの,あるいはヒトリコン
 ビナントIL1(rIL1)を用いた。IL2はヒトrIL2,IL3はWEHI-3細胞の培養上
 清から部分精製したもの,IL4はマウスrIL4を用いた。抑制活性は各細胞を抑制物質で前処
 理した後,一定量のIL1,IL2,IL3,IL4を加えて培養,IL1,IL2,IL3,IL4
 活性と同様に測定した。
 【結果】
 P388D1細胞はIL1の産生細胞として知られているが,この培養上清中からIL1を得る目的
 で,上清の濃縮液をセファクIJルS-200で分画し各分画をPHAを用いたコマイトジェニック活
 性によりfL1活性を測定したところ,分子量1万5千近辺にPHAによる反応を増強する活性
 が存在した。一方,分子量7万前後のアルブミン分画にPHA反応を抑制する活性が見いだされ
 た。PHAによる細胞の増殖応答に関与するサイトカインとしては,IL1,IL2が先ず考えら
 れるので,IL1,IL2の反応性に対するこの抑制分画の作用を調べたところ,IL1の反応性
 は直接的(PNA一胸腺細胞を使用,IL1のみによる増殖応答をみる。)に抑制するが,IL2依
 存性細胞NK-7のIL2応答性には影響しなかった。次に,この活性分画を集め,FPLG-Mono
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 Qカラムで分画(bis-Tris-HC王bufferpH6.0)したところ,塩濃度180mMと350mMをピー
 クとした2っの活性分画が得られた。この活性の等電点はFPLC-MonoPカラムで測定すると
 各々6.0と5.3であった。この2っの活性分画をそれぞれ,再度FPLC-Superose12ゲルろ過
 カラムで分離して,分子量を計算すると,両方の活性共5万前後であった。MonoQカラムで最
 初に塩濃度180mMで容出する活性をfactorI(FI),塩濃度350mMで容出する活性をfactorH
 (FH)とすると,FI,FHともに,IL1による胸腺細胞の増殖反応を濃度依存的にほぼ一致
 する割合で抑制した。
 また,IL1,IL2,IL3,,iL4の各々の依存型樹立細胞株NK-7,FDC-P2,HT-
 2の応答性に対してはFI,FHともに,ほとんど影響しなかった。あるいは培養細胞に対する
 細胞毒性も検出できなかった。次にF1,F豆と工L1を胸腺細胞に加える際の時間的な関係を調
 べた。IL1を胸腺細胞に加えて4時間以内にFI,FHを添加した場合には,顕著な抑制活性が
 認められるが,IL1と8時間の培養後に添加しても,抑制活性はほとんど認められなかった。
 この結果はFI,FHは,IL1による胸腺細胞の増殖プロセスの初期段階に作用していること
 を示唆しているものと考えられる。
 次にこの物質の生理化学的な特性をみると,FIが56℃30分の熱処理に不安定であるのに対し
 て,Fnは安定であり,pH3の酸処理に対しても同様,FIは不安定で,F且は安定であった。
 FIとFHの比活性は,セファクリルSπ200,FPLC-MonoQ,一MonoP,Superose12,
 HPLC-blue5pwによる分画により最終的に各々3.2x104U/mgと1,6×104U/mgであった。
 【結論と考察】
 IL1を産生するP388D1細胞培養液中に見出された,胸腺細胞のIL1反応性は抑制するが,
 IL2,IL3,IL4の反応性は抑制しない活性を部分精製し,その抑制機作を検討した。
 最近,免疫抑制物質が免疫調節因子として注目を浴びっっあり,ヒトの系での抑制物質の報告
 も多い。これらヒトの系でのIL1抑制物質と我々のP388D1細胞からの抑制物質との異同に関
 しては今のところ不明であるが,マウス系でのIL1抑制物質の存在は,研究,実験を進める上
 で有用と考えられる。
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 審査結果の要旨
 インターロイキン1(IL1)は免疫及び炎症反応の代表的なメディエ一夕ーの1っであり,
 丁細胞の増殖,分化,発熱,プロスタグランジン(PG)の産生の誘導等,種々の生物活性を示
 すことが報告されている。ILiの産生細胞としては,マクロファージ,好中球,ケラチノサイ
 ト等,食作用,抗原提示能を持つ細胞が知られている。一方,このrL1の作用を抑制する物質
 は,免疫調節因子,抗炎症物質として興味ある存在である。ヒトでは体液でのその存在確認ある
 いは上記の細胞からの産生の報告がされている。しかしマウスにおける報告はこれまでにない。
 著者は,マウスマクロファージ由来の株化細胞であるP388D1細胞の培養上清中に,IL1と
 ともにIL1の特異的抑制物質が存在していることを見い出し,この抑制物質を部分精製して,
 その性状を調べた。その結果,等電点60(コラクション1,FI)と5.3(F■)を示す2種類の
 抑制物質が存在し,分子量は双方とも5万前後であること,FIが熱(56℃30分),酸(pH3,0)
 処理に不安定であるのに対して,FHは熱,酸処理に安定であることを見出した。
 FI,FIIともに胸腺細胞のIL1反応性を抑制するが,IL2,IL3,IL4のそれぞれの依
 存性細胞に対する反応性には影響しなかった。また,IL1によるマウス肝線維芽細胞からの
 PGE産生誘導も抑制した。しかし,細胞毒性は検出できなかった。また,IL1を胸腺細胞に
 加えて4時間以内に,FI又はFHを添加した場合には,抑制活性が認められるが,IL1と8
 時間の培養後に添加しても,抑制活性はほとんど認められなかった。これより,FI,FHは,
 IL1による胸腺細胞の増殖の初期過程に作用しているものと考えられる。さらにセファクリル
 S-200,FPLC-MonuQ,P等の各種カラムによる分画により,FI,FHの最終的な比活
 性が各々に3.2×10μ/mgと1.6×10μ/mgであることを確かめた。
 免疫抑制物質は免疫調節因子として,最近その重要性が認識されっっあり,上述のようにヒト
 の系での抑制物質の報告も多い。実際には体内のさまざまな場所で.,増殖因子と抑制因子が互い
 に作用し調節し合っているものと推察される。マウス由来のP388D1細胞はILユとIL1抑制物
 質を同時に産生している点で,この有用なモデルを提供しているものと考えられる。このIL1
 抑制物質の精製に基く応用は将来の課題として残るとしても,IL1の生物活性の広汎さ,マク
 ロファージの重要性を考えると,マウスの系での1L1抑制物質の存在の確認は,十分学位授与
 に値するものであると考える。
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